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論 文 の 内 容 の 要 旨
　アミノ酸の一種であるチロシンは、その側鎖にフェノール基を有し、多様な化学的特性を示す。その水酸
基は、遊離体、水素結合ドナー、アクセプター、及びドナー・アクセプター型の 4つの水素結合構造をとる
ことが可能であり、その水素結合構造を明らかにすることは、チロシンが関与する酵素反応の分子機構を解
明する上で必要不可欠である。赤外吸収やラマン散乱によって得られる振動スペクトルは、蛋白質中におけ
るアミノ酸側鎖の水素結合構造の情報を得る上で極めて有効な手法である。本論文は、チロシンの蛋白質中
における構造および機能を明らかにすることを目的とし、チロシン側鎖の赤外スペクトルから水素結合構造
を調べるための解析基準を決定し、それを実際の蛋白質に応用して酵素反応の鍵となるチロシンの構造を解
析した結果について述べたものである。
　まず、チロシン側鎖のモデル化合物として、p-クレゾールを用い、その種々の水素結合複合体について、
密度汎関数法（DFT）による振動解計算を行った。チロシン、及び p-クレゾールの水素結合は、その水酸
基構造に大きく影響を与えることが予想される。そこで、水酸基の CO伸縮（ν CO）と COH変角振動（δ 
COH）に着目し、関数系 /基底系に b31yp/6–31+g（d,p）を用いて基準振動解析を行った。また、種々の溶
媒中において p-クレゾールとチロシンの FTIRスペクトルを測定し、計算値と比較した。その結果、ν CO、
δ COHの振動数は、遊離体、水素結合ドナー、アクセプター、ドナー・アクセプター型によってそれぞれ異
なる領域に現れ、それらの振動数から 4つの水素結合構造を区別する解析基準が得られた。
　こうして得られた解析基準を用い、光化学系Ⅱ（PSII）の酸化還元活性を持つチロシン YZ及び YDの水素
結合構造を調べた。YZ 及び YD の光誘起酸化反応の際の FTIRスペクトルを、シアノバクテリア
Thermosynechococcus elongatusから調製した非置換及び［4–13C］Tyr置換 PSII蛋白質コア複合体について測定
した。その結果、YZは 1256 cm–1 に ν CO由来のピークを示し、さらに、D2O中で 1262 cm–1 に ν  CO（D）由
来のピークを示した。YDの ν  CO/ν  CO（D）の振動数は、1251/1248 cm–1 であった。これらの振動数を解析
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基準に当てはめた結果、いずれも水素結合ドナー・アクセプター型であることが示された。両者の振動数の
違いから、YZの水素結合は YDのそれと比べて強いことが示された。この水素結合強度の違いが、2つのチ
ロシンの酸化還元電位が異なる 1つの原因であると考えられた。
　次に、PSIIの非へム鉄近傍に存在する2つのチロシン残基 D1-Y246と D2-Y244に注目して解析を行った。T. 
elongatus由来の非置換、及び［4–13］Tyr置換 PSIIを用いて、非ヘム鉄の還元反応（Fe2+/Fe3+）による FTIR
差スペクトルを測定し、これらのチロシンと非ヘム鉄との相互作用を調べた。その結果、Fe2+/Fe3+状態にお
いて、H2O中で 1253/1241 cm–1 にチロシンの ν COバンドが、また、D2O中で 1265/1252 cm–1 に ν CO（D）バ
ンドが検出された。これらのバンドから、D1-Y246 と D2-Y244 のいずれか一方が、非ヘム鉄に配位する炭酸
水素イオンと強い水素結合を形成していること、及び、このチロシンは水素結合ドナー・アクセプター構造
を持つことが明らかとなった。D1-Y246、或いは、D2-Y244 は、水素結合ネットワークを介して非ヘム鉄と
相互作用し、この鉄の酸化還元反応とキノン間の電子移動反応に関与していることが示された。
　さらに、フラビンを活性部位に持つ青色光受容蛋白質 TePixDにおける、光反応の鍵となるチロシン側鎖
（Y8）の構造と反応について調べた。PixDの光反応前後における FTIRスペクトルを H2O中、及び D2O中で
測定した結果、Y8 の ν CO/δ COH/ν CO（D）バンドは光反応前で 1265/1242/1262 cm–1 に、また、光反応後で
は 1273/1235/1270 cm–1 に現れることが示された。これらの振動数から、暗状態、明状態ともに Y8 は水素結
合ドナー構造を持ち、光反応によって Y8 の水素結合強度が増大することが明らかとなった。このことから、
PixDは Y8 を介してシグナル伝達を行うことが示された。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　高橋氏の本学位論文は、アミノ酸の一種であるチロシンの構造と蛋白質中の機能について、赤外分光法及
び密度汎関数法計算によって解析した結果を報告したものである。高橋氏は、チロシンの蛋白質中での構造
を調べるため、まず、チロシン側鎖のモデル化合物である p-クレゾールの様々な水素結合複合体について
密度汎関数法を用いた基準振動解析を行い、チロシンの水素結合構造を赤外スペクトルから決定するための
解析基準を明らかにした。これまで、蛋白質中のチロシンの水素結合構造は結晶構造解析からの類推するに
過ぎなかったが、この解析基準により、赤外スペクトルから、酵素反応において重要な役割を持つチロシン
側鎖の水素結合相互作用とその変化を高い精度で調べることが可能となった。この成果は、現在の蛋白質科
学が目指す原子レベルでの酵素反応解析において極めて重要な意義を持つ。氏はさらに、この解析基準をい
くつかの蛋白質に応用し、その有用性を示した。まず、光合成酸素発生反応を担う光化学系Ⅱ蛋白質中の酸
化還元能を持つ 2つのチロシン残基（YZ，YD）について、それらの光誘起フーリエ変換赤外（FTIR）差ス
ペクトルの解析から水素結合構造を調べ、これらのチロシン側鎖の異なる機能のメカニズムを分子レベルで
論じた。また、電子受容体側の非ヘム鉄近傍に存在するチロシン側鎖の水素結合相互作用を調べ、キノン電
子受容体の電子・プロトン移動反応における役割を明らかにした。さらに、シアノバクテリアの走行性に関
与する青色光受容蛋白質 PixDにおいて、光反応の鍵となるチロシン残基の水素結合構造とその光反応にお
ける変化を FTIR解析により解明した。これらの結果は、いずれも高橋氏が明らかにしたチロシン赤外バン
ドの解析基準によって初めて可能になった独創的なものであり、それぞれの蛋白質の反応メカニズム研究に
おいて極めて重要な意義を持つ。以上のように、本論文は、赤外分光の解析法の開発からその応用による蛋
白質メカニズムの解明に至るまでの一連の重要な結果を報告しており、博士論文として十分に値するもので
あると考える。
　よって、著者は博士（工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
